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) Verfahren zur Extraktion von Nucleinsauren und Verfahren zum Nachweis spezifizierter 
Nucleinsauresequenzen 

Die Erfindung stellt ein verbessertes Verfahren zur Extrak- 
tion von Nucleinsauren aus einer Probe bereit, das die 
nachfolgenden Schritte umfaGt: 

- Vermischen der Probe mit elnem Trager, der mindestens 
eine der Substanzen Dextran, Acrylamid oder Carboxyme- 
thylcellulose ist, urn ein flussiges Gemisch zu erzeugen; 

- Vermischen des fliissigen Gemisches mit einem Reagenz 
C, um die Nucleinsauren und den Trager zu fallen, wobei das 
Reagenz C mindestens ein aus den Substanzen Guanidini- 
umthiocyanat, Guanidiniumhydrochlorid, Kaliumthiocyanat 
und Natriumthiocyanat ausgewahltes Reagenz A und minde- 
stens ein aus den Substanzen n-Propylalkohol, iso-Propylal- 
kohol, n-Butylalkohol, sek.-Butylaikohol, tert-Butylalkohoi 
und tert.-Amylalkohol ausgewahltes Reagenz B enthalt; und 

- Separieren der ausgefallten Nucleinsauren und des ausge- 
fallten Tragers aus der flussigen Phase. 

Das Verfahren ist leichter anzuwenden als die bisher 
praktizierten Prozeduren, es beinhaltet eine geringere Anzahl 
von Schritten, kann die Mdglichkeit einer Aerosolbildung 
vermindern, kann innerhalb einer kurzen Zeit durchgefuhrt 
warden, benotigt kein Phenol oder Chloroform und erreicht 
dennoch eine gleichbleibende Effizienz der Extraktion von 
Nucleinsauren. 

Ferner wird ein Verfahren zum Nachweisen einer bestimm- 
ten Nucleinsauresequenz offenbart. 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingerelchten Unterlagen entnommen 

BUNDESDRUCKEREI 01.95 408069/656 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Extraktion von Nucleinsauren aus einer Probe. Genauer gesagt, 
betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Extraktion von Nucleinsauren und ein Verfahren zum Nachweis einer 
5 spezifizierten Nucleinsauresequenz, das sich in Biotechnologie und klinischer Diagnose verwenden laBt. 

Das Extrahieren von Nucleinsauren aus einer Probe stellt ein wichtiges Verfahren in der Biotechnologie, in 
der klinischen Diagnose und in anderen Gebieten dar. In Gen-Rekombinations- Verfahren ist z. B. sowohl das 
Isolieren der zu clonierenden DNA als auch von Vektor-DNA erforderlich, und zur Durchfuhrung eines 
Gen-Tests auf genetische Krankheiten und Krebs-Gene ist es notwendig, Nucleinsauren z. B. aus den im Blut 
to vorhandenen Leukozytenzellen zu extrahieren, 

Nucleinsauren kommen im allgemeinen nicht als freie Molekiile vor, sondern in Bakterien, Zellen, Virusparti- 
keln usw., wo sie mit Zellmembranen und -wanden bedeckt sind, die sich aus Proteinen, Lipiden und Polysaccha- 
riden zusammensetzen. Nucleinsauren selbst bilden Komplexe mit Histonen und anderen Proteinen. Zur Extrak- 
tion von Nucleinsauren, die in dieser Weise vorliegen, mussen die sie bedeckenden Zellmembranen und -wande 
is aufgebrochen werden, und die Proteine des erwahnten Komplexes mussen denaturiert oder abgebaut werden, 
urn sie so zu solubilisieren. Dadurch werden die Nucleinsauren freigesetzt und kdnnen dann extrahiert werden. 

Herk6mmlicherweise werden Nucleinsauren nach einem der nachfolgenden Verfahren extrahiert: 

(i) Das sogenannte Proteinase K-/PhenoI-Verfahren, bei dem ein proteolytisches Enzym wie Proteinase K 
20 oder ein grenzflachen-aktiver Stoff zugegeben wird, wodurch die Zellmembran oder -wand aufgebrochen 

und das Protein des betreffenden Komplexes abgebaut wird, und Nucleinsauren freigesetzt werden. Dann 
wird Phenol/Chloroform zugegeben, und das Gemisch wird zentrifugiert, wodurch die Nucleinsauren in die 
waBrige Phase uberfuhrt werden. Die waBrige Phase wird dann abgetrennt und weiter verwendet Ethanol, 
iso-PropylalkohoI oder etwas ahnliches wird zur waBrigen Phase gegeben, wodurch die Nucleinsauren 
25 ausgefallt werden (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Appendices E3 — E4, New York, Cold Spring 
Harbor Laboratory, 1989); 

(ii) Das sogenannte AGPC- Verfahren, bei dem ein flussiges Gemisch von Guanidiniumisothiocyanat und 
Phenol zur betreffenden Probe gegeben wird, urn Zellmembran und -wand aufzubrechen und das Protein 
des Komplexes zu denaturieren und zu solubilisieren. Die Nucleinsauren werden dann freigesetzt, und 

30 Chloroform wird zugegeben, um die Nucleinsauren in die waBrige Phase zu flberfuhren. Die waBrige Phase 
wird abgetrennt und weiter verwendet Danach wird Ethanol, iso-Propanol oder etwas ahnliches zur 
waBrigen Phase gegeben, wodurch die Nucleinsauren ausgefallt werden (Acid Guanidinium-Thiocyanate 
Phenol-Chloroform Method: Analytical Biochemistry 162 (1987), S. 156— 159); 

(iii) Das sogenannte Guanidiniumverfahren, bei dem Guanidiniumhydrochlorid oder Guanidiniumthiocya- 
35 nat zur betreffenden Probe gegeben wird, um Zellmembran und -Zellwand aufzubrechen und das Protein 

des Komplexes zu denaturieren und zu solubilisieren. Die Nucleinsauren werden dann freigesetzt, und z. B. 
Ethanol wird zur Fallung der freien Nucleinsauren zugegeben (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
7.23—7.25, New York, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989; und Analytical Biochemistry 162 (1987) S. 463; 
und 

40 (iv) Das sogenannte Natriumjodid- Verfahren. Hier wird Glycogen enthaltendes Natriumjodid (Glycogen 
besitzt eine Affinitat ffir die zu extrahierende Nucleinsaure) zur betreffenden Probe gegeben, um Zellmem- 
bran und -wand aufzubrechen und das Protein des Komplexes zu denaturieren und zu solubilisieren. Die 
Nucleinsauren werden dann freigesetzt, und iso-Propanol wird zur Fallung von freien Nucleinsauren und 
Glycogen zugegeben (Nucleic Acid Res. 19 (20) (1 991), S. 592). 

45 

Samtliche vier vorstehend beschriebenen Verfahren weisen spezifische Nachteile auf. Das Proteinase K-/Phe- 
nol-Verfahren schlieBt komplizierte Prozeduren ein, da der Abbau durch proteolytische Enzyme lange dauert 
und da eine Kontrolle der Temperatur fiir eine wirksame enzymatische Reaktion notwendig ist AuBerdem sind 
Phenol und Chloroform toxische Chemikalien (beide fallen unter die gesetzlich als giftig und gefahrlich einge- 

50 stuften Substanzen), und bei ihrer Handhabung ist das Tragen von Schutzkleidung und -handschuhen und die 
Verwendung chemischer Abzuge usw. notwendig. Ferner muB der aus der Extraktionsprozedur stammende 
flussige Abfall speziell entsorgt werden, wodurch mehr Zeit und zusatzliche Geratschaften benotigt und Extra- 
kosten verursacht werden. AuBerdem bedarf es einer groBen Geschicklichkeit, die waBrige Phase, in die die 
betreffenden Nucleinsauren uberfuhrt wurden, abzutrennen. Dies macht es schwierig, eine gleichbleibende 

55 Effizienz bei der Extraktion von Nucleinsauren zu erreichen. 

Ahnliche Probleme gibt es im AGPC- Verfahren beztiglich der Handhabung von Phenol und Chloroform und 
ebenfalis bezuglich der Extraktionseffizienz. Diese ist abhangig vom Abtrennen und von der Ruckgewinnung 
der waBrigen Phase, in die die entsprechende Nucleinsaure tiberfiihrt wurde. AuBerdem ist das AGPC- Verfah- 
ren speziell fur die Extraktion von RNA entwickelt und zur Extraktion von DNA ungeeignet. 

60 Im Guanidiniumverfahren wird z. B. Ethanol nach der Zugabe von z. B. Guanidiniumhydrochlorid zur betref- 
fenden Probe gegeben. Um einen nachfolgenden Abfall der Konzentration von Guanidinium in der Ldsung zu 
verhindern, muB hochkonzentriertes (ca. 6 bis 8 M) Guanidinium verwendet werden. Damit ist aber eine erhohte 
Moglichkeit des Auskristallisierens von Guanidiniumsalz gegeben (besonders im Winter, oder wenn die Raum- 
temperatur unter 20° C liegt). Das Auskristallisieren von Guanidiniumsalz kann zum Verstopfen von Pipetten 

65 oder anderen Ausriistungsteilen fdhren, die zur Zugabe von z. B. Guanidiniumhydrochlorid verwendet werden, 
und dies stellt ein betrachtiiches Hindemis fiir jeden Versuch dar, die Prozedur des Guanidinium verfahrens zu 
mechanisieren. Ethanol oder etwas ahnliches wird nach dem Guanidiniumhydrochlorid oder ahnlichem zugege- 
ben, Die Endkonzentration von z. B. Ethanol muB 50 bis 70% betragen, um die Nucleinsauren unldslich zu 
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machen. Das Probenvolumen ist jedoch wegen der Zugabe von Guanidiniumhydrochiorid oder ahnlichem 
vergroBert, und deshalb muB man hochreinen Ethanol (ca. 100%) in einer Menge verwenden, die mindestens 
ebenso groB ist, wie die des flQssigen Gemisches von Probe und Guanidiniumhydrochiorid 

Das Natriumjodidverfahren ist mit dem Problem behaftet daB es einer Inkubation bei 60°C bedarf, urn 
Proteine oder ahnliches zu solubilisieren, was zu einer niedrigen Effizienz bei der RNA-Extraktion ftihrt Ein 5 
weiteres Problem besteht darin, daB labile Jodidionen (]~) dazu neigen, durch die Wirkung von z. B. Licht 
oxidiert zu werden und ein Jodmolekttl (J 2 ) zu erzeugen. Urn dies zu vermeiden, mQssen die Reagenzien in einem 
kaltendunklenRaumgelagert werden. 

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Kapitel 14, New York, Cold 
Spring Harbor Laboratory, 1989) ist als ein Verfahren zur DNA- Amplification bekannt mit dem man zum 10 
Gen-Test (zur genetischen Diagnose) mit ultrahoher Empfindlichkeit in der Lage ist. Wenn die DNA-Amplifika- 
tion erfolgreich ist, besitzt die PCR das Potential zur mindestens 100 millionenfachen Amplifikation. Im Hinblick 
auf die Moglichkeit zur Amplifikation von sogar nur einem einzigen DNA-Molekttl wird das Testergebnis 
jedoch beim Vorhandensein einer DN A (exogenen DNA), die in der PCR-Nucleinsiiureprobe oder im PCR-Rea- 
genz nicht anwesend sein sollte, nachteilig beeintrachtigt 15 

Eine Ursache fflr das Vorhandensein exogener DNA ergibt sich in dem Stadium, in dem Nucleinsauren aus der 
vorliegenden Probe zur PrSparation der PCR-Nucieinsaurprobe extrahiert werden. Dies betrifft auch das 
wahrend der Nucleinsaureextraktion erzeugte Aerosol. Beim Proteinase K-/Phenol- oder beim AGPC- Verfah- 
ren wird sehr wahrscheinlich ein Aerosol erzeugt. Diese Verfahren beinhalten namlich abgesehen von der 
Reagenzienzugabe zur Probe und von der Ausfuhrung anderer Prozeduren wie dem Vermischen von Medien, 20 
auBerdem zeitaufwendige Prozeduren, wie die Gewinnung der waBrigen Phase durch Abtrennen. Die Aerosol- 
partikel haben einen Durchmesser von ungef ahr 20 urn und ihr Volumen betragt nur ungef ahr 4x10 6 ul Wenn 
man z. B. einen an Hepatitis B leidenden Patienten betrachtet, ergibt sich folgende Uberlegung: In 1 ul Blut 
kdnnen ungefahr 10 5 Viruspartikel enthalten sein. Somit kann ein Aerosolpartikel ein Viruspartikel enthalten. 
Mit anderen Worten, das Aerosol kann in der PCR, die zur Amplifikation eines einzigen DNA-Molekills in der 25 
Lage ist, ernsthaften Schaden stif ten. Deshalb gibt es einen Bedarf, die Anzahl der involvierten Verfahrensschrit- 
tezuvermindern. 

Zur Verminderung der Aerosolbildung in einem PCR- Verfahren wurde in der Europaischen Patentanmeldung 
Nr. 487 218 vorgeschlagen, die PCR in einem hermetisch abgeschlossenen Zustand, unter Verwendung eines 
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes (eines Fluorochroms) zur Quantifizierung einer Ziel-DNA in einer 30 
Probe durchzuftthren. Das Problem, die Aerosolbildung bei der Extraktion der Nucleinsaure aus der Probe zu 
reduzieren, bleibt jedoch bestehen. 

Eine Aufgabe der Erfindung besteht darin, die vorstehend genannten Probleme der herkommlichen Verfahren 
zur Nucleinsaure-Extraktion zu beseitigen oder zu verringern. 

Genauer gesagt besteht diese Aufgabe in der Bereitstellung eines neuen Verfahrens zur Extraktion von DNA 35 
und RNA, das leicht durchzuftthren ist, eine geringere Anzahl von Schritten einschlieBt, fahig ist, die Mdglichkeit 
einer Aerosolbildung zu verringern, innerhalb kurzer Zeit ausfuhrbar ist, kein Phenol oder Chloroform verwen- 
det und dennoch eine gleichbleibende Wirksamkeit bei der Extraktion von Nucleinsauren erreicht 

Diese Aufgabe wird durch die erfindungsgemaBe Bereitstellung eines Verfahrens zur Extraktion von Nuclein- 
sauren aus einer Probe gelost, das die nachfolgenden Schritte umfaBt: 40 

(1) Vermischen der Probe mit einem Trager zur Erzeugung eines flussigen Gemisches, wobei der Trager 
mindestens eine der Substanzen Dextran, Acrylamidoder Carboxymethylcellulose ist; 

(2) Vermischen des flttssigen Gemisches mit dem Reagenz C, um Nucleinsauren und Trager auszufallen, 
wobei das Reagenz C mindestens ein aus den Substanzen Guanidiniumthiocyanat, Guanidiniumhydrochlo- 45 
rid, Kaliumthiocyanat und Natriumthiocyanat ausgewahltes Reagenz A und mindestens ein unter den 
Substanzen n-Propylalkohol, iso-Propylalkohol, n-Butylalkohol, sek.-Butylalkohol, tert-Butylalkohol und 
tert-Amylalkohol ausgewahltes Reagenz B enthalt; und 

(3) Separieren von ausgefaMlten Nucleinsauren und Trager aus der flussigen Phase. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht in der Bereitstellung eines Verfahrens zum Nachweis einer 
spezif izierten Nucleinsauresequenz, das die Gefahr einer Aerosol-JContamination vermeidet oder vermindert 

Diese Aufgabe wird durch die erfindungsgemaBe Bereitstellung eines Nachweisverfahrens gelost, das die 
nachfolgenden Schritte umfaBt: 

55 

(1) Vermischen der Probe mit einem Trager zur Erzeugung eines flQssigen Gemisches, wobei der Trager 
mindestens eine der Substanzen Dextran, Acrylamid oder Carboxymethylcellulose ist; 

(2) Vermischen des flussigen Gemisches mit dem Reagenz C, um Nucleinsauren und Trager auszufallen, 
wobei das Reagenz C mindestens ein aus den Substanzen Guanidiniumthiocyanat, Guanidiniumhydrochio- 
rid, Kaliumthiocyanat und Natriumthiocyanat ausgewahltes Reagenz A und mindestens ein aus den Sub- 60 
stanzen n-Propylalkohol, iso-Propylalkohol, n-Butylalkohol, sek-Butylalkohol, tert-Butylalkohol und 
tert-Amylalkohol ausgewahltes Reagenz B enthalt; 

(3) Separieren von ausgefailten Nucleinsauren und Trager aus der flussigen Phase; 

(4) Oberfuhren der separierten Nucleinsauren in DNA mittels einer reversen Transkriptionsreaktion, wenn 

es sich bei den separierten Nucleinsauren um RNA handelt; 65 

(5) Unterwerfen der entweder in Schritt (3) separierten oder in Schritt (4) erhaltenen Nucleinsauren einer 
Polymerase-Kettenreaktion in einer PCR-L6sung, die ein Gemisch der Nucleosidtriphosphate, eine Poly- 
merase, ein interkalierendes Fluorochrom und eine Oligonucleotid-Sonde enthalt die als Primer zur Ampli- 



50 



3 



DE 43 33 805 Al 



fikation mindestens einer bestimmten Sequenz geeignet ist; 

(6) Messen der Anderung der Fluoreszenzintensitat als Folge der PGR bzw. der sich wfihrend der PGR 
ergebenden Anderung der Fluoreszenzintensitat der Reaktionslttsung; und 

(7) Bestimmen (auf der Basis der Anderung der Fluoreszenzintensitat), ob eine Nucleinsaure mit der 
5 spezifizierten Sequenz in der Probe vorhanden war. 

Ferner stellt die vorliegende Erfindung eine Packung von Reagenzien zur Extraktion von Nucleinsauren 
bereit ( die voneinander getrennt mindestens die folgenden Bestandteile enthait: 

io (1) Einen mindestens eine der Substanzen Dextran, Acrylamid oder Carboxymethylcellulose enthaltenden 

Trager; und 

(2) ein Reagenz C, das mindestens ein aus den Substanzen Guanidiniumthiocyanat, Guanidiniumhydrochlo- 
rid, Kaliumthiocyanat und Natriumthiocyanat ausgewahltes Reagenz A und mindestens ein aus den Sub- 
stanzen n-Propylalkohol, iso-Propylalkohol, n- Butyl alkohol, sek.-Butylalkohol, tert-Butylalkohol und 
1 5 tert.- Amylalkohol ausgewahltes Reagenz B enthait. 

Fig. 1 stellt eine Photographie und ein diese verdeutlichendes Diagramm dar. Gezeigt sind die Ergebnisse 
einer Elektrophorese, die nach der PCR-Amplifikation von DNA des Hepatitis B- Virus (HBV) vorgenommen 
wurde, wobei die Nucleinsaure des Virus nach dem erfindungsgemaBen Verfahren extrahiert worden war; 

20 Spuren 1 und 2: HBV-reiches Serum, Spuren 3 und 4: HBV-armes Serum, Spur 5: HBV-f reies Serum; die Bande a 
zeigt das PCR-Amplifikationsprodukt und die Bande b das Primer-OIigomer; 

Fig. 2 stellt eine Photographie und ein diese verdeutlichendes Diagramm dar. Gezeigt sind die Ergebnisse 
einer Elektrophorese, die nach PCR-Amplifikation von DNA des Hepatitis C- Virus (HCV) vorgenommen 
wurde, wobei die Nucleinsaure des Virus nach dem erfindungsgemaBen Verfahren extrahiert worden war; 

25 Spuren 1 und 2: HCV-reiches Serum; Spuren 3 und 4: HCV-armes Serum; Spur 5: HCV-f reies Serum; 

Fig. 3 stellt eine Photographie und ein diese verdeutlichendes Diagramm dar. Gezeigt sind die Ergebnisse 
einer Elektrophorese, die nach PCR-Amplifikation von DNA des Hepatitis B-Virus vorgenommen wurde, wobei 
die Nucleinsaure des Virus nach dem erfindungsgemaBen Verfahren unter Verwendung der nachstehend aufge- 
fuhrten unterschiedlichen Zusammensetzungen von Reagenz C extrahiert worden war; Spuren 1 und 2 (1): das 

30 Reagenz C enthait 2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat und 60% iso-Propylalkohol; Spuren 3 
und 4 (2): das Reagenz C enthait 2,4 M Kaliumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat und 60% iso-Propylalkohol; 
Spuren 5 und 6 (3): das Reagenz C enthait 2,3 M Guanidiniumhydrochlorid, 15 mM Natriumcitrat und 60% 
iso-Propylalkohol; 

Fig. 4 stellt eine Photographie und ein diese verdeutlichendes Diagramm dar. Gezeigt sind die Ergebnisse 

35 einer Elektrophorese, die nach PCR-Amplifikation von DNA des Hepatitis B- Virus vorgenommen wurde, wobei 
die Nucleinsaure des Virus nach dem erfindungsgemaBen Verfahren unter Verwendung des in Beispiel 7 
beschriebenen Reagenz extrahiert worden war, wobei die nachfolgend aufgefiihrten Zusammensetzungen von 
Reagenz B als Bestandteil von Reagenz C verwendet wurden: Spuren 1 und 2 (1): 60% n-Propylalkohol; Spuren 
3 und 4 (2): 60% iso-Propylalkohol; Spuren 5 und 6 (3): 50% n-Butylalkohol; Spuren 7 und 8(4): 60% n-Butylalko- 

40 hoi; Spuren 9 und 10 (5): 50% sek.-Butylalkohol; und Spuren i 1 und 12 (6): 60% sek.-ButylaIkohol; 

Fig. 5 stellt eine Photographie und ein diese verdeutlichendes Diagramm dar. Gezeigt sind die Ergebnisse 
einer Elektrophorese, die nach PCR-Amplifikation von RNA des Hepatitis B-Virus durchgefuhrt wurde, wobei 
die Nucleinsaure des Virus nach dem erfindungsgemaBen Verfahren unter Verwendung des in Beispiel 8 
beschriebenen Reagenz C extrahiert worden war, wobei die nachfolgend aufgefiihrten Typen von Reagenz B als 

45 Bestandteil von Reagenz C verwendet wurden: Spuren 1 und 2 (1): 50% tert.- Amylalkohol; Spuren 3 und 4 (2): 
60% tert.- Amylalkohol; Spuren 5 und 6 (3): 60% tert-Butylalkohol; Spuren 7 und 8 (4): 60% iso-Propylalkohol; 

Fig. 6 stellt eine Photographie und ein diese verdeutlichendes Diagramm dar. Gezeigt sind die Ergebnisse 
einer Elektrophorese, die nach PCR-Amplifikation von DNA des Hepatitis B-Virus vorgenommen wurde, wobei 
die Nucleinsaure des Virus nach dem erfindungsgemaBen Verfahren extrahiert worden war, wobei Dextran in 

50 den betreffenden Tests in folgenden Mengen verwendet wurde: Spuren 1 und 2: 0 u.g; Spuren 3 und 4: 2 jig; 
Spuren 5 und 6 : 4 ug; Spuren 7 und 8: 8 u.g; Spuren 9 und 10: 16 u.g; Spuren 4 1 und 12: 32 u,g, Spuren 13 und 14: 
64 u.g; 

Fig. 7 stellt eine Photographie und ein diese verdeulichendes Diagramm dar. Gezeigt sind die Ergebnisse einer 
Elektrophorese, die nach PCR-Amplifikation von DNA des Hepatitis B-Virus durchgefuhrt wurde, wobei die 

55 Nucleinsaure des Virus analog zu Beispiel 3 unter Verwendung von Dextran oder Carboxymethylcellulose als 
Trager extrahiert worden war; Spuren 1 und 2: Dextran; Spuren 3 und 4; Carboxymethylcellulose; 

Fig. 8 stellt ein Paar von Diagrammen dar, in denen die Ergebnisse der Experimente von Beispiel 12 gezeigt 
sind. Eine Reaktionsldsung einer PCR wurde vor (Fig. 8a) und nach (Fig. 8b) Nucleinsaureextraktion durch 
Hochleistungs-FIftssigkeits-Chromatographie untersucht. Die Elutionszeit ist (in Minuten) auf den horizontalen 

60 Achsen und die relative Absorption auf den vertikalen Achsen aufgetragen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Extraktion von Nucleinsauren (einzel- oder doppelstran- 
giger DNA und RNA) u Beispiele fur DNA, die sich nach dem Verfahren extrahieren laBt, schlieBen nicht nur 
genomische DNA ein, sondern auch Mitochondrien- oder Chloroplasten-DNA, und Beispiele fur RNA, die sich 
nach dem Verfahren extrahieren laBt, schlieBen nicht nur mRNA sondern auch tRNA und rRNA ein. Nuclein- 

65 sauren enthaltende Proben sind beispielsweise lebende Proben, wie Leukozytenzellen, gezQchtete Wirtszellen, 
die typischerweise durch Gen-Rekombinationstechnik hergestellte Vektoren usw. enthalten, Zellen, die mit 
Viren oder Phagen infiziert sind, Viren im Blut und Kulturen von Proben von Mikroorganismen. Die Kultur kann 
Mikroorganismen enthalten, aber der Kulturiiberstand allein ist ausreichend. Nicht nur kunstliche Kulturen 
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sondern auch natiirlich vorkommende Kulturen sind verwendbar. Fails die Proben Klumpen von Mikroorganis- 
men enthalten, kann man zum Erzielen einer hohen Extraktionseffizienz ndtigenfalls homogenisieren oder mit 
Ultraschall behandeln. 

ErfindungsgemaB k6nnen Nucleinsauren aus den vorstehend beschriebenen Proben extrahiert werden. Eine 
weitere Anwendung der voriiegenden Erfmdung liegt in der Extraktion amplifizierter Nucleinsauren aus einer 5 
PCR-L6sung in hoher Ausbeute, so daB in den amplifizierten Nucleinsauren keine Enzyme oder niedermolekula- 
re Desoxyribonucleosid-Triphosphate, Primer usw. enthalten sind. 

Der erste Schritt des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht in einem Vermischen der die Nucleinsaure 
enthaltenden Probe mit einem Trager. Ein Vermischen mit dem Trager unterstiitzt die Bildung eines groBeren 
unloslichen Materials durch ein Vernetzen von Nucleinsauren und Trager im nachfolgenden Ausf&llen von 10 
Nucleinsauren und Trager durch Zugabe von Reagenz C Dadurch laBt sich das nachfolgende Abtrennen des 
unloslichen Materials in einer vereinfachten Weise vornehmen. Somit tragt die Verwendung des Tragers zu 
einer h6heren Extraktionseffizienz bei, als man ohne seine Verwendung erreichen wurde. 

Der Trager besitzt eine Affinitat fur die zu extrahierenden Nucleinsauren und wird unloslich, wenn er in 
Kontakt mit dem in Reagenz C enthaltenen Reagenz B gelangt. Da der Trager zusammen mit den Nucleinsauren 15 
extrahiert wird t sollte er nicht die spezifische Verwendung der extrahierten Nucleinsauren wie die Reaktion mit 
einem Restriktionsenzym, die reverse Transkriptionsreaktion oder die PCR beeintrachtigen. Der erfindungsge- 
maB zu verwendende Trager ist mindestens eine der Substanzen Dextran, Acrylamid oder Carboxymethylcellu- 
lose. Diese Trager erweisen sich als zufriedenstellend wirksam, unabhangig davon, ob sie einzeln oder als 
Mischungen verwendet werden. Ein weiterer Vorteil besteht darin, daB sie weder die reverse Transkriptionsre- 20 
aktion, die PCR oder irgend eine andere gewunschte Reaktion beeintrachtigen. Glycogen und andere herkdmm- 
liche Trager werden durch Amylase oder andere Enzyme, die in der Probe, wenn es sich bei dieser um Serum 
oder Blut handelt, vorhanden sind, abgebaut, mit dem Ergebnis, daB sich die Effizienz der Nucleinsaureextrak- 
tion vermindert Im Gegensatz dazu wird der erfindungsgemaB verwendete Trager nicht abgebaut, und dement- 
sprechend ergibt sich keine Verminderung der Effizienz der Nucleinsaureextraktion. 25 

Im allgemeinen wird der Trager in Mengen von ungefahr 0,01 bis 1000 ug, bevorzugt ungefahr 0,1 bis 100 u.g 
pro lOu.1 Probenvolumen verwendet Der Trager kann in einem GefaB vorgelegt werden, bevor die Probe 
hineingegeben wird. Alternativ kann die Probe vor Zugabe des Tragers in das GefaB gegeben werden. Der 
Trager kann durch Gefrier- oder Lufttrocknen in eine feste Substanz uberfuhrt werden. 

Im nachsten Schritt wird zum flussigen Gemisch von Probe und Trager das Reagenz C gegeben, und die 30 
Bestandteile werden vermischt, um Trager und Nucleinsauren auszufallen. Das Reagenz C enthalt mindestens 
ein aus den Substanzen Guanidiniumthiocyanat, Guanidiniumhydrochlorid, Kaliumthiocyanat und Natriumthio- 
cyanat ausgewahltes Reagenz A und mindestens ein aus den Substanzen n-Propylalkohol, iso-Propanol, n-Buty- 
lalkohol, sek.-Buty!alkohol, tert-Butylalkohol und tert-Amylalkohol ausgewahltes Reagenz B. 

Das Reagenz C kann auBerdem andere Reagenzien enthalten. Zum Beispiel: ein zur Unterdruckung des .35 
Nucleinsaureabbaus geeignetes Puffer-Mittel; ein Chelatisierungsmittel, das zur Hemmung der Aktivitat von 
Nucleasen (Desoxyribonucleasen) fahig ist, wie z. B. Natriumcitrat oder EDTA; ein Reduktionsmittel zum 
Erreichen einer wirksameren Denaturierung und Solubilisierung von Proteinen, Lipiden usw., wie z. B. Dithioth- 
reit oder fJ-MercaptoethanoI, die Disulfidbindungen reduzieren und eine grenzfiachenaktive Substanz, wie z. B. 
ein Sarkosylsalz oder Triton, um eine wirksamere Solubilisierung von Proteinen usw. zu erreichen. Ein geeigne- 40 
tes Puffermittel kann zur Einsteliung des pH-Wertes von Reagenz C auf den Bereich von 4 bis 9, bevorzugt von 5 
bis 8 zugegeben werden, um so den Abbau von Nucleinsauren zu verhindern, wodurch eine weitere Verbesse- 
rung der Effizienz ihrer Extraktion erreicht wird. 

Im erfindungsgemaBen Extraktionsverfahren wird mindestens eine der Verbindungen Guanidiniumthiocya- 
nat, Guanidiniumhydrochlorid, Kaliumthiocyanat oder Natriumthiocyanat als Reagenz A verwendet Diese 45 
Verbindungen brechen die Zellmembran oder die Zellwand auf und denaturieren das Protein im Komplex. Sie 
sind auBerdem fahig, das denaturierte Protein, das sich entweder als Ergebnis des Denaturierens des Proteins im 
Komplex oder wegen des begleitenden Reagenz B bildet, zu solubilisieren. Gleichzeitig sind die Verbindungen 
fahig, die Aktivitat von Nucleasen (Desoxyribonucleasen und Ribonucleasen), die sich in der Probe befinden 
mogen, zu unterdrucken. Das erfindungsgemaB verwendete Reagenz A besitzt in hohem MaBe die Fahigkeit 50 
sowohl allein als auch in Kombination zweier oder mehrerer Substanzen Proteine zu solubilisieren, ohne dabei 
irgendwelche storenden Reaktionen zu verursachen. Es macht daher eine hohe Effizienz der Nucleinsaure-Ex- 
traktion moglich. Allgemein bekannte proteindenaturierende Mittel wie Natriumjodid, Kaliumjodid, Kaliumbro- 
mid, Natriumbromid und Harnstoff sind nicht derartig wirksam, Proteine usw. zu solubilisieren; andererseits 
verursachen Guanidiniumsulfat, Guanidiniumcarbonat usw. Proteinaggregation usw. und sind daher nicht fahig, 55 
Nucleinsauren mit hoher Effizienz zu extrahieren. 

ErfindungsgemaB wird mindestens eine der Substanzen n-Propanol, iso-Propylalkohol n-Butylalkohol, 
sek.-Buty!alkohol, tert-Butylalkohol oder tert-Amylalkohol als Reagenz B verwendet Wenn man ein Gemisch 
von zwei oder mehr Alkoholen verwendet, kann man ein vorteilhaftes Verhaltnis der Alkohole durch Vorexperi- 
mente bestimmen. Das erfindungsgemaBe Reagenz B besitzt eine hohe Loslichkeit in Wasser und geht nicht 60 
ohne weiteres eine Phasentrennung mit Wasser ein. Die Verwendung von Reagenz B bietet daher den Vorteil, 
daB das Abtrennen von gefallten Nucleinsauren und Trager aus der waBrigen Phase in einfacher Weise ausfuhr- 
bar ist Das bedeutet letzten Endes, daB sich die Ausbeute der gefallten Nucleinsauren im letzten Schritt des 
Verfahrens erhohen laBt 

Die Konzentration der Reagenzien A und B in Reagenz C kann man in solch einer Weise einstellen, daB bei 65 
Zugabe von Reagenz C zu der den Trager enthaltenden Probe Proteine, Lipide usw. gelost bleiben, Nucleinsau- 
ren und der Trager aber gefallt werden. Besonders bevorzugte Konzentrationen zur Verbesserung der Extrak- 
tionseffizienz sind solche, bei denen die Endkonzentration des Reagenz wie es zur Probe zugegeben wird, fur 
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Reagenz A im Bereich von 1,5 bis 4,5 M und fur Reagenz B im Bereich von ungefahr 40 bis 80% liegt 

In dem Fall, daB das Reagenz C z. B. Guanidiniumthiocyanat als Reagenz A und iso-Propylalkohol als Reagenz 
B enthalt, liegen die Konzentrationen fur eine besonders hohe Effizienz der Nucleinsaure-Extraktion so, daB die 
Endkonzentration von Reagenz A nach dem Mischen mit der Probe im Bereich von 2 bis 3 M liegt, wohingegen 
5 die Endkonzentration von Reagenz B nach dem Mischen mit der Probe im Bereich von 45 bis 55% liegt Wenn 
die Endkonzentration von Guanidiniumthiocyanat geringer als 1,5 M ist, konnen die in der Probe enthaltenen 
Proteine, Lipide usw. nicht voll solubilisiert werden. Zur Erhohung der Endkonzentration von Guanidiniumthio- 
cyanat iiber 4,5 M muB der Anteil von Reagenz A im Reagenz C erhoht werden. Dann neigt aber das Reagenz A 
dazu, unlbslich zu werden, wodurch Schwierigkeiten beziiglich einer geeigneten Zubereitung einer Probe 

io entstehen. Wenn die Endkonzentration von iso-Propylalkohol unter 40% liegt, konnen Trager und Nucleinsau- 
ren nicht vollstandig gefaUIt werden. Wenn die Endkonzentration von iso-Propylalkohol 80% ttberschreitet, ist es 
schwierig, eine Guanidiniumthiocyanat-Konzentration sicherzustellen, die ausreicht, Proteine, Lipide usw. voll- 
standig zu solubilisieren. Ferner wird die Verdampfung von iso-Propylalkohol problematisch. Deshalb werden 
die Reagenzien erfindungsgemaB bevorzugt in den vorstehend angegebenen Konzentrationsbereichen verwen- 

15 det. 

Eine geeignete Menge zur Zugabe von Reagenz C liegt beim 2- bis lOfachen des Probenvolumens, wenn es 
sich bei der Probe urn Serum handelt Wenn die Probe jedoch hohe Konzentrationen von Proteinen, Lipiden 
usw. aufweist, wird das Reagenz C bevorzugt in einer groBeren Menge als dem lOfachen Probenvolumen 
zugegeben, urn eine vollstSndige Solubilisierung von Proteinen, Lipiden usw. zu gewahrleisten. 

20 Durch die vorstehend beschriebenen Schritte werden Trager und Nucleinsauren in der Probe gefallt An- 
schlieBend werden die so gefailten Nucleinsauren und der Trager durch herkOmmliche Abtrennungsverfahren 
wie Zentrifugation oder Filtration von der waBrigen Phase abgetrennt, die die Proteine usw. enthalt. Im Falle 
einer Zentrifugation kBnnen die Nucleinsauren als Sediment am Boden des GefaBes gewonnen werden. Im Falle 
einer Filtration konnen die Nucleinsauren auf der Filtermembran erhalten werden. Bei der Filtermembran kann 

25 es sich um einen Typ handeln, der Poren mit einer GrdBe von ungefahr 0,1 bis 10 \im besitzt. 

Die separierten Nucleinsauren kann man als solche in einer Reihe von Tests und in gentechnologischen 
Experimenten einsetzen. Bevorzugt werden sie aber vor der Verwendung gewaschen. Ein Vor-Waschen ist 
besonders wirksam, wenn man die separierten Nucleinsauren einer Enzymreaktion (z. B. einer Restriktionsen- 
zym-Reaktion, einer reversen Transkriptionsreaktion oder einer PGR) unterwirft, und in alien anderen Fallen, in 

30 denen das Reagenz A oder etwas ahnliches, das in geringem MaBe im Prazipitat enthalten ist, die Enzymakti vitat, 
inhibiert. Hier sei ein spezifisches Beispiel gegeben: zu dem durch Zentrifugation oder Filtration erhaltenen 
Prazipitat wird eine ein Salz und einen Alkohol enthaltende Losung gegeben und mit dem Prazipitat vermischt 
Das Gemisch wird dann einer weiteren Zentrifugation oder Filtration unterworfen. Verglichen mit einem bloBen 
Waschen des Prazipitates mit destilliertem Wasser oder ahnlichem, weist das Waschen mit einer Salz/ Alkohol 

35 enthaltenden L6sung den Vorteil auf, daB es dazu beitragt, von der Oberflache des Sedimentes unerwiinschte 
Substanzen, wie das Reagenz A oder restliche Proteine wirksam zu entfernen. Als Salz in der Waschlosung 
konnen z. B. Kaliumchlorid, Natriumchlorid und Natriumacetat in Mengen von ungefahr 0,05 bis 0,5 M verwen- 
det werden. Beispiele far Alkohole schlieBen Ethanol (der in Mengen von mindestens 50%, bevorzugt von 60 bis 
80% enthalten sein kann) ebenso ein, wie n-PropylalkohoI und iso-Propylalkohol (die in einer Menge von 

40 mindestens 30%, bevorzugt von 40 bis 60% enthalten sein konnen). 

Falls es speziell notwendig sein sollte, jedes restliche Protein aus dem Prazipitat zu entfernen, kann man die 
nachfolgende Prozedur anwenden: Zuerst wird zum Prazipitat wieder eine Losung gegeben, die das Reagenz A, 
wie es vorstehend spezifiziert wurde, enthalt, um so die Proteine zu solubilisieren. Dann wird eine Losung 
zugegeben, die das Reagenz B, wie es vorstehend spezifiziert wurde, enthalt, und das Gemisch wird einer 

45 Zentrifugation oder Filtration unterworfen. Selbstverstandlich konnen die Schritte 2 und 3 des erfindungsgema- 
Ben Verfahrens einfach wiederholt werden. Wenn sehr kleine Nucleinsauremengen extrahiert werden, wird beim 
erfindungsgemaBen Verfahren die Probe auf geeignete Weise bei einer niedrigen Temperatur gehalten, z, B. 
dadurch, daB die Gesamtprozedur in einem Kfihlraum vorgenommen wird. 
GemaB dem zweiten Aspekt der vorliegenden Erfindung werden die so extrahierten Nucleinsauren daraufhin 

50 untersucht, ob sie eine bestimmte Sequenz, z. B. solch eine, wie sie in Hepatitis B- Virus oder Hepatitis C- Virus 
vorkommt, enthalten, die sie von anderen Nucleinsauren unterscheidbar macht und die Erfindung stellt ein 
Nachweisverfahren bereit, bei dem die im allgemeinen als PCR-Reaktion bezeichnete Technik der DNA-Ampli- 
fikation Anwendung findet; siehe diesbeziiglich: Europaischen Patentanmeldung Nr. 487 218. 
Wenn es sich bei den in vorstehender Weise separierten und vorzugsweise gewaschenen Nucleinsauren um 

55 RNA handelt, wird diese zunachst erfindungsgemaB durch eine reverse Transkriptionsreaktion in DNA Ober- 
fiihrt. Dies ist z. B. beim Hepatitis C- Virus, dessen Genom aus RNA besteht, der Fall. ErfindungsgemaB wird 
RNA vor dem nachstehend beschriebenen Amplifikationsschritt in amplifizierbare DNA uberffihrt, um so die 
PCR zur DNA-Amplifikation verwenden zu kSnnen. Dieser Schritt laBt sich durch DNA-Synthese mittels der 
gewohnlichen reversen Transkriptionsreaktion erreichen, wobei die separierte RNA als Matrize verwendet 

60 wird. 

Im nachsten Schritt werden die separierten Nucleinsauren oder die Nucleinsauren, die durch eine reverse 
Transkriptionsreaktion im fruheren Schritt erhalten worden waren, einer PCR in einer PCR-L6sung unterwor- 
fen, die ein Gemisch von Nucleosidtriphosphaten, eine Polymerase, ein interkalierendes Fluorochrom und eine 
Oligonucleotid-Sonde enthalt, die mindestens zur Amplifikation der spezifizierten Sequenz geeignet ist Die 
65 Oligonucleotid-Sonde in der PCR-L6sung besteht aus zwei oder mehr Oligonucleotide^ die eine geeignete Zahl 
von Basen aufweisen. Sie sind zur Herstellung von DNA-Fragmenten, die die spezifizierte Sequenz enthalten, 
wenn die PCR fortschreitet, notwendig und sie liegen in den schlieBIich hergestellten DNA-Fragmenten an den 
5'-Enden. Eine geeignete oligoriucleotid-Sonde laBt sich entsprechend der spezifizierten nachzuweisenden Se- 
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quenz auswahlen. 

Beispiele fur das erfindungsgemaB verwendete interkalierende Fluorochrom sind Ethidiumbromid, Acridin- 
orange, Bisbentimid, Diaminophenylindol, Actinomycin, Thiazol, Chromomycin und Derivate dieser Substanzea 
In der PCR selbst besteht ein Zyklus aus den nachfolgenden Verfahrensschritten: Die 3'-terminaien Anteile der 
spezifizierten und der dazu komplementaren Sequenz werden mit den betreffenden komplementaren Oligonu- 5 
cleotid-Primern hybridisiert Dann wird eine Reaktion zur Verlangerung der Primer in 5' 3'-Richtung mittels 
einer Polymerase vorgenommen. AnschlieBend wird der resultierende Doppelstrang dissoziiert Dieser Zyklus 
kann so oft wiederholt werden, wie es geeignet erscheint 

Die Anderung der Fluoreszenzintensitat in der PCR-L6sung wird entweder nach oder wahrend der PCR 
gemessen. Da das interkalierende Fluorochrom infolge seines Einbaus in die doppelstrangige DNA eine Ande- 10 
rung seiner Fluoreszenzcharakteristik eingeht, gibt die Anderung der Fluoreszenzintensitat zwischen Beginn 
und Ende der PCR oder die Anderung wahrend der PCR einen Hinweis darauf, ob die separierte DNA oder 
RNA die speziftzierte Sequenz besitzt 

Wenn das vorstehend beschriebene Nachweisverfahren angewandt wird, besteht keine Notwendigkeit, zu- 
satzliche Mengen des Reagenz hinzuzufOgen, nachdem die PCR einmal begonnen hat Deshalb wird in der Praxis 15 
die PCR-Ldsung zuerst in ein GefaB gegeben, dann werden die extrahierten Nucleinsauren oder die Nucleinsau- 
ren, die man aus diesen Nucleinsauren mittels der reversen Trans kriptionsreaktion erhalt, zugegeben. Danach 
wird das GefaB verschlossen, und die Schritte der PCR und die Messung der Fluoreszenzintensitat werden in 
einem hermetisch abgeschlossenen Zustand durchgefuhrt Dadurch laBt sich die Wahrscheinlichkeit fQr die 
Erzeugung eines Aerosols weiter vermindern. 20 

Dem dritten Aspekt der vorliegenden Erfindung gemaB stellt die Erfindung ferner eine Reagenzienpackung 
zur Durchfuhrung des auf den vorangegangenen Seiten beschriebenen Nucleinsaure-Extraktions verfahrens 
bereit Diese Reagenzienpackung enthalt Trager und Reagenz C, die ebenfalls vorstehend beschrieben wurden. 
Trager und Reagenz C werden bis zur Verwendung getrennt voneinander gehalten. Dies kann man z. B. dadurch 
erreichen, daB der Trager und das Reagenz C in getrennten Behaltern gehalten werden, wobei der Trager im 25 
festen Zustand und das Reagenz C im flussigen Zustand vorliegen. 

Die Reagenzienpackung kann wahlweise ein ReaktionsgefaB enthalten, das aus einem geeigneten Plastikma- 
terial hergestellt ist und das einen Reaktionsraum zur Ausfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens zur 
Extraktion von Nucleinsauren (erster Aspekt der Erfindung) oder des erfindungsgemaBen Verfahrens zum 
Nachweis einer spezifizierten Nucleinsauresequenz (zweiter Aspekt der Erfindung) bereitstellen kann. Wenn es 30 
einen Bedarf gibt, nicht nur Nucleinsauren zu extrahieren, sondern auBerdem eine bestimmte Nucleinsaurese- 
quenz nachzuweisen, enthalt die Reagenzienpackung bevorzugt ein hermetisch verschlieflbares ReaktionsgefaB. 

Der Vorteil der Reagenzienpackung besteht darin, daB man, wenn der Trager in einer geeigneten Form, z. B. 
als gefriergetrocknetes Pulver, im ReaktionsgefaB vorgelegt wurde, nur noch die zu untersuchende Probe und 
dann das Reagenz C zum Rohrchen zugeben muB, um das Verfahren zur Extraktion von Nucleinsauren und, falls 35 
gewunscht, zum Nachweis einer spezifizierten Nucleinsauresequenz zu beginnen. 

Die nachfolgenden Beispiele sollen die vorliegende Erfindung weiter erlautern. 

Beispiel 1 

40 

Extraktion aus geziichteten Zellen 

Hybridomzelien von Maus-Myelomzellen und Lymphozytenzeilen von Mausen, die mit CEA (cancer embryo- 
nic antigen, embryonales Krebsantigen) sensibilisiert worden waren, wurden in einem DMEM-Medium gezuch- 
tet Beim Erreichen einer Dichte von CEL-Zellen von 4 x 10 5 pro ml Kulturlosung wurden 100 |xl der Losung in 45 
ein 0,5 ml groBes Probenrohrchen gegeben. Das Rdhrchen wurde 1 Minute bei 7000 UpM zentrifugiert, und der 
Oberstand wurde entfernt Das Prazipitat wurde in 20 ul DMED-Medium aufgenommen. Zur Suspension wurde 
1 u.1 (10 jig) Dextran (Mol. Gew. 5x 10 5 ) gegeben und gemischt Danach wurden 100 uj Reagenz C (2,4 M 
Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat, 0,3% Natrium- N-Lauroylsarcosin und 60% iso-Propyialkohol) 
gegeben, und das Gemisch wurde ungefahr 20 Sekunden gerQhrt Nachfolgend wurde 2 Minuten bei 15 000 50 
UpM zentrifugiert, wodurch die Nucleinsauren sedimentiert wurden. Der Oberstand wurde verworfen, wobei 
die Nucleinsauren im PrSzipitat verblieben. Zum Prazipitat wurden 100 p.1 40%iger iso-Propylalkohol, der 200 
mM Kaliumchlorid enthielt, gegeben. Es wurde ca. 20 Sekunden geruhrt. Dann wurde das Gemisch 1 Minute bei 
15 000 UpM zentrifugiert, und der Oberstand wurde verworfen. Das Prazipitat wurde nach dem fluorometri- 
schen Verfahren von Kissane und Robins (J. BioL Chenu 233 (1958), 184) zur Bestimmung der DNA-Menge 55 
untersucht Das Prazipitat wurde auBerdem einer Veraschungsbehandlung unterzogen, und eine Phosphorbe- 
stimmung (Anal. Chem. 28 (1956), 1756) wurde zur Messung der Gesamtnucleinsauremenge (DNA + RNA) im 
Prazipitat vorgenommen. Die RNA-Menge wurde durch Subtrahieren der DNA-Menge von der Gesamtmenge 
von Nucleinsauren (DNA 4- RNA) berechnet 

Zu Vergleichszwecken wurden Nucleinsauren von derselben Probe sowohl nach dem Proteinase KVPhenol- eo 
als auch nach dem AGPC- Verfahren extrahiert 

Das Proteinase K-/PhenoI- Verfahren wurde nach der Prozedur von Keller, G.H. et aL (Anal. Biochem^ 170 
(1988), 441 —450) durchgefuhrt Zuerst wurden 40 u.1 eines Reagenz (150 mM Natriumchlorid, 10 mM EDTA, 10 
mM Tris (pH 8), 2% SDS und 250 \ig/m\ Proteinase K) in einem ProberShrchen mit einem Fassungsvermogen 
von 0,5 ml zu 20 M 1 einer Zellsuspension gegeben. Das Gemisch wurde dann ca. 20 Sekunden geruhrt Anschlie- 65 
Bend wurde 1 Stunde bei 50° C inkubiert Im nachsten Schritt wurden 60 u.1 einer Ldsung (Phenol/Chloroform/ 
iso-AmylalkohoI = 25 : 24 : 1) hinzugegeben, und das Gemisch wurde ca. 20 Sekunden geruhrt. AnschlieBend 
wurde 10 Minuten bei 15 000 UpM zentrifugiert. Ein Teil (40 u.1) des Oberstandes (wSBrige Phase) wurden 
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entnommen und mit 8 4 M Kaliumacetat versetzt Danach wurden 1 0 jxg ( 1 ul) Glycogen und 50 ul iso-Propy- 
lalkohol zugegeben, und das Gemisch wurde geruhrt Danach wurde es 30 Minuten bei — 20° C gehalten. Der 
Oberstand wurde verworfen und 100 u.1 75%iger Ethanol wurden zum Prazipitat gegeben, und das Gemisch 
wurde geruhrt Nach 20miniitiger Zentrifugation bei 4°C wurde der Oberstand verworfen, wobei die Nuclein- 

5 sauren im Prazipitat verblieben. 

Das AGPC-Verfahren wurde gemaB der Prozedur von Chomczyinski, P. et al. (Anal Biochem. 162 (1987), 
156—159) durchgefuhrt. Zuerst wurden 40 u.1 eines Reagenz (6 M Guanidiniumthiocyanat, 37,5 mM Natriumci- 
trat, 0,75% Natrium- N-Lauroylsarcosin und 0,15 M 2-Mercaptoethanol) in einem Testrdhrchen mit einem 
Fassungsvermogen von 0,5 ml zu 20 ul einer Zellsuspension gegeben. Das Gemisch wurde ca. 20 Sekunden 

io gerUhrt. Danach wurden 6 u.1 2 M Natriumacetat (pH 4) zugegeben, und das Gemisch wurde ca. 20 Sekunden 
geruhrt. AnschlieBend wurden 60 u.1 wassergesattigtes Phenol zugegeben, und das Gemisch wurde ca. 20 Sekun- 
den gerOhrt. Im nachsten Schritt wurden 12 ul einer L6sung (Chloroform/iso-Amylalkohol ~ 49 : 1) zugegeben, 
und das Gemisch wurde ca. 20 Sekunden geruhrt Dann wurde das fliissige Gemisch 15 Minuten in Eiswasser 
gekUhlt und bei 4°C 20 Minuten mit 15 000 UpM zentrifugiert Ein Teil (60 ul) des Oberstandes (waBrige Phase) 

is wurde entnommen und mit 60 ul iso-Propylalkohol vermischt. Das Gemisch wurde geruhrt und 1 Stunde bei 
— 20°C gekUhlt. Danach wurde der Oberstand verworfen und zum Prazipitat wurden 100 ul 75%iger Ethanol 
gegeben und anschlieBend wurde geruhrt Im letzten Schritt wurde das Gemisch 20 Minuten bei 4°C zentrifu- 
giert, und der Oberstand wurde verworfen, wobei die Nucleinsauren im Prazipitat verblieben. Die in den beiden 
herkommlichen Verfahren erhaltenen Prazipitate wurden nach der vorstehend bereits beschriebenen Prozedur 

20 analysiert Die Analyseergebnisse sind nachstehend in Tabelle I gezeigt Aus Tabelle I geht hervor, daB das 
erfindungsgemaBe Verfahren den beiden herkommlichen Verfahren beziiglich der Extraktionseffizienz flberle- 
gen ist 

Tabelle I 

25 



Verfahren 


DNA 

(Mg) 


RNA 

(Mg) 


DNA + RNA 

(/*g) 


Erfindung 


2,9 


1,4 


4,3 


Proteinase K-/ 
Phenol-Verfahren 


1,6 


0,7 


2,3 


AGPC-Verfahren 


0,2 

Beispiel 2 


1,0 


1,2 



40 Extraktion aus E. coii 

E coli (JM 109) wurde in L-NS.hr medium gezUchtet Beim Erreichen einer Dichte von E. coli-Zellen von 2 x 10 8 
pro ml Kulturlosung wurde 1 ml der Losung in ein 1,5 ml Probenrohrchen gegeben und 1 Minuten bei 7000 UpM 
zentrifugiert Der Oberstand wurde verworfen, und das Prazipitat wurde in 50 u.1 L-Nahrmedium suspendiert. 

45 Zur Suspension wurden 2 ul (20 u.g) Dextran (Mol. Gew. 5x10^) gegeben und damit vermischt Danach wurden 
250 ul Reagenz C (2,4 M Guanidiniumthiocyanat 15 mM Natriumcitrat, 0,3% Natrium-N-Lauroylsarcosin und 
60% iso-Propylalkohol) gegeben, und das Gemisch wurde ca. 20 Sekunden geruhrt. Danach wurde 2 Minuten bei 
15 000 UpM zentrifugiert, um die Nucleinsauren zu sedimentieren. Der Oberstand wurde verworfen und 250 u.1 
40%iger iso-Propylalkohol, der 200 mM Kaliumchlorid enthielt, wurde zum Prazipitat gegeben. Das Gemisch 

so wurde ca. 20 Sekunden geruhrt und dann 1 Minute bei 15 000 UpM zentrifugiert, und der Oberstand wurde 
verworfen, wobei die Nucleinsauren im Prazipitat verblieben Die DNA-Menge und die Gesamtmenge von 
Nucleinsauren (DNA + RNA) wurden analog zu Beispiel 1 gemessen, und die RNA-Menge wurde berechnet 
Die Ergebnisse sind in der nachstehenden Tabelle II gezeigt 

55 Tabelle II 

DNA RNA DNA + RNA 

(Mg) (Mg) (Mg) 

60 : 

4,4 36,6 41,0 

Beispiel 3 

65 

Extraktion von Hepatitis B-Virus-DNA 
1 ul (10 ng) Dextran mit einem Molekulargewicht von 5 x 10 s und 20 uJ Serum von Patienten mit Heptatis B 

8 
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wurden zusammen in Probenrdhrchen mit einem Fassungsvermogen von je 0,5 ml gegeben. Danach wurden 
100 uJ Reagenz C (2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat und 60% iso-Propylalkohol zugegeben, 
und das Gemisch wurde ungefahr 20 Sekunden geruhrt Durch 2minatige Zentrifugation bei 15 000 UpM 
wurden die Nucleinsauren in das Sediment gebracht Der Oberstand wurde verworfen und zum Prazipitat 
wurden 100 u-1 40%iger iso-Propylalkohol, der 200 mM Kaliumchlorid enthieit, gegeben. Danach wurde ca. 20 
Sekunden geruhrt und dann 1 Minute bei 15 000 UpM zentrifugiert Der Oberstand wurde verworfen, wobei die 
Nucleinsauren im Prazipitat verblieben. . 

Zum Prazipitat wurden 25 u-1 eines PCR-Reagenz (Takara Shuzo Co. Ltd.) gegeben und eine PCR wurde liber 
40 Cyclen unter Verwendung eines DNA-Thermal-Cyclers (PCR-Maschine, Perkin-Elmer-Cetus) durchgefuhrt 
Die nachstehend beschriebenen Primer wurden zur spezifischen Ampiifikation von Hepatitis B-Virus (HBV) 
spezifischen Nucleinsauren verwendet und die PCR-Bedingungen waren wie folgt: 

Schritte eines Zyklus 

Denaturieren 94 °C 1 min 

Zusainmenlagern 55 'C 45 sec 

Synthese 72 °C 1 min 



Basensequenzen der Pri mer 

5'-GGACTTCTCTCAATTTTCTAGGG-3' 

5'-CAAATGGCACTAGTAAACTGAGC-3' 

Nach der PCR wurden die amplifizierten Nucleinsauren einer Elektrophorese unterworfen und die optischen 
Dichten der betreffenden Banden wurden durch Anfarben mit Ethidiumbromid miteinander verglichen. Die 
Ergebnisse sind in Fig. 1 gezeigt. 

BeispieU 

Extraktion von RNA des Heptatis C- Virus 

1 u.1 Dextran (10 ug) mit einem Molekulargewicht von 5 x 10 5 wurde zusammen mit 20 u.1 Serum von Patienten 
mit Hepatitis C in Probenrdhrchen mit einem Fassungsvermogen von je 0,5 ml gegeben. Danach wurden 100 u.1 
Reagenz C (2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat und 60% iso-Propylalkohol) gegeben, und das 
Gemisch wurde ca. 20 Sekunden geruhrt. Durch 2mintitige Zentrifugation bei 15 000 UpM wurden die Nuclein- 
sauren sedimentiert Der Uberstand wurde gefallt, und 100 ul 40%-iger iso-Propylalkohol, der 200 mM Kalium- 
chlorid enthieit, wurden zum Prazipitat gegeben. Danach wurde ca. 20 Sekunden geruhrt und dann 1 Minute bei 
1 5 000 UpM zentrifugiert. Der Oberstand wurde verworfen, wobei die Nucleinsauren im Prazipitat verblieben. 

Das Prazipitat wurde mit 10 u.1 eines Reagenz fur die reverse Transkription (Takara Shuzo Co., Ltd.) versetzt 
und darin gelost Danach wurde eine reverse Transkriptionsreaktion mit einem DNA-Thermal-Cycler (Perkin- 
Elmer-Cetus) durchgefuhrt Die Reaktionsbedingungen sind nachfolgend angegeben. 



Aneinanderlagern 
Synthese 

Inaktivieren der 
reversen Transkriptase 

Auf bewahrung 



25 °C 10 min 

42 D C 30 lain 

99 °C 5 min 
25°C 



AnschlieBend wurden zu 5 uJ der Losung der reversen Transkriptionsreaktion 20 u.1 eines PCR-Reagenz 
gegeben, und die PCR wurde uber 40 Zyklen unter Verwendung eines DNA-Thermal-Cyclers (Perkin-Elmer-Ce- 
tus) durchgefuhrt. Die nachstehend beschriebenen Primer wurden zur spezifischen Ampiifikation von Nuclein- 
sauren des Hepatitis C- Virus (HCV) verwendet. Die Bedingungen fur die PCR sind nachfolgend angegeben: 
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Schritte des Zyklus 



5 



Denaturieren 

Aneinanderlagern 

Synthese 



95°C 



72°C 



65°C 



30 sec 



30 sec 



1 lain 



Basensequenzen der Primer 

5'-CTCCACCATAGATCACTCCCC-3' 

5'-GCACTCGCAAGCACCCTAT-3' 

15 Nach der PCR wurden die amplifizierten Nucleinsauren einer Elektrophorese unterworfen und die optischen 
Dichten der betreffenden Banden wurden durch Anfarben mit Ethidiumbromid miteinander verglichen. Die 
Ergebnisse sind in Fig. 2 gezeigt 



2ul (20 jig) Dextran mit einem Molekulargewicht von 5xl0 5 wurden zusammen mit 100 uJ Serum von 
Patienten mit Hepatitis C in Probenr6hrchen mit einem Fassungsvermogen von 1,5 ml gegeben. Danach wurden 

25 500 ul Reagenz C (2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat und 60% iso-Propylalkohoi) zugegeben, 
und das Gemisch wurde ca. 20 Sekunden gerflhrt Durch 3min0tige Zentrifugation bei 15 000 UpM wurden die 
Nucleinsauren sedimentiert Die Oberstande wurden verworfen und 200 ul 40%iger iso-Propylalkohol, der 200 
mM Kaliumchlorid enthieit, wurde zum Sediment gegeben. AnschlieBend wurde ca. 20 Sekunden gerOhrt und 
1 Minute bei 15 000 UpM zentrifugiert Der Oberstand wurde verworfen, wobei die Nucleinsauren im Prazipitat 

30 verblieben. 

Das Prazipitat wurde mit 20 \i\ eines Reagenz fur die reverse Transkription vermischt und darin gelost 
Danach wurde eine reverse Transkriptionsreaktion analog zu Beispiel 4 durchgefiihrt AnschlieBend wurden 
40 ul eines PCR-Reagenz mit 10 ul der Reaktionslosung der reversen Transkription vermischt, und die PCR 
wurde analog zu den in Beispiel 4 genannten Bedingungen durchgef Qhrt 

35 Zum Vergleich wurde Nucleinsaure nach dem Natriumjodid-Verfahren (Ishizawa, M. et al in Nucleic Acid 
Res. 19 (20) (1991), 5792) extrahiert. Zuerst wurden 100 ul Serum von Patienten mit Hepatitis C in Testrdhrchen 
mit einem Fassungsvermogen von je 1,5 ml gegeben. Dann wurden 300 ul eines Reagenz, das 6 M NaJ, 13 mM 
EDTA, 0,5% Natrium-N-Lauroylsarcosin, 10 ug Glycogen und Tris-HCI (pH 8) enthieit, zugegeben, und das 
Gemisch wurde ca. 20 Sekunden gerUhrt. AnschlieBend wurde 15 Minuten bei 60° C inkubierL Danach wurden 

40 400 ul iso-Propylalkohol zugegeben, und das Gemisch wurde ungefahr 20 Sekunden gerilhrt und anschlieBend 
15 Minuten stehengelassen. Dann wurde die Losung 5 Minuten bei 15 000 UpM zentrifugiert, und der Oberstand 
wurde verworfen. Im nachsten Schritt wurde 1 ml 40%iger iso-Propylalkohol zugegeben, und das Gemisch 
wurde ca. 20 Sekunden geruhrt und anschlieBend 5 Minuten bei 15 000 UpM zentrifugiert. Der Oberstand wurde 
verworfen, die Nucleinsauren befanden sich im Prazipitat Das Prazipitat wurde einer reversen Transkriptions- 

45 reaktion und einer PCR unter denselben Bedingungen, wie sie im vorstehenden Absatz beschrieben wurden, 
unterworfen. Nach Beendigung der PCR wurden 4 jxl der ReaktionslSsung durch Hochleistungs-Fliissigkeits- 
chromatographie mit einem von Tosoh Corp. hergestellten Apparat untersucht Die Saule enthieit das TSK-Gel 
G4000SW zur Gel-Permeations-Chromatographie und der Nachweis durch UV-Absorption wurde bei 260 nm 
mit einem UV 8000 (Tosoh Corp.), durchgefuhrt. Das Elutionsmittel war Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6*8) 

so und die FIuBrate betrug I ml/Minute. Die Analyseergebnisse sind in Tabelle III aufgefuhrt. Das erfindungsgema- 
Be PCR-Amplifikationsprodukt wurde in einer Menge von durchschnittlich 26 ng pro 10 ul PCR- Losung nachge- 
wiesen. Wenn nach dem Natriumjodid-Verfahren gearbeitet wurde, konnten demgegenuber nur 3 ng des Ampli- 
fikationsproduktes nachgewiesen werden. 



Beispiel 5 



20 



Extraktion von RN A des Hepatitis C- Virus 
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TabelleHI 



PCR— Aural if ikationsprodukt 




Dur chs chn i t± 




27 




Erf indung 


25 


26 




26 






4 




Natr iumj odid-Ver f ahren 


3 


3 




2 





Beispiel 6 

Extraktion von DNAdes Hepatitis B- Virus 

1 jj.1(10 u.g) Dextran mit einem Molekulargewicht von 5 x 10 s wurde zusammen mit 20 ul Serum von Patienten 
mit Hepatitis B parallel in einer Reihe von ProbenrGhrchen, von denen jedes ein FassungsvermOgen von 0,5 ml 
aufwies, gegeben. Zu den Proben wurden verschiedene Zusammensetzungen von Reagenz C (siehe unten) 
gegeben und damit vermischt: 

(1) 100 u.1 Reagenz C, enthaltend 2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat und 60% iso-Propylal- 
kohol; 

(2) 100 |il Reagenz C enthaltend 2,4 M Kaliumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat und 60% iso-Propylalkohol; 

und a _ 

(3) 100 ul Reagenz C, enthaltend 3,2 M Guanidiniumhydrochlorid, 1 5 mM Natriumcitrat und 60% lso-Propy- 

lalkohol. 

Nach Zugabe dieser unterschiedlichen Zusammensetzungen von Reagenz C und dem Vermischen wurde 
2 Minuten bei 15 000 UpM zentrifugiert, so daB die Nucleinsauren in das Prazipitat gelangten. Der Uberstand 
wurde verworfen und 100 uJ 40% iso-Propanol, der 200 mM Kaliumchlorid enthielt, wurde zugegeben. Dann 
wurde 20 Sekunden geruhrt, das Gemisch 1 Minute bei 15 000 UpM zentrifugiert und der Oberstand verworfen. 
Die Nucleinsauren befanden sich weiter im Prazipitat. Die so extrahierten Nucleinsauren wurden analog zu 
Beispiel 3 einer PCR unterworfen. Nach Reaktionsende wurde eine Elektrophorese durchgefuhrt und die 
optischen Dichten der betreffenden produzierten Banden miteinander verglichen. Die Ergebnisse sind in Fig. 3 
gezeigt Die Losungen, die die Zusammensetzungen (1) bis (3) des Reagenz C enthielten, produzierten offensicht- 
lich Banden mit vergleichbaren Intensitaten. 

Beispiel 7 

Extraktion von DNA des Hepatitis B- Virus 

Je 1 ul (10 u,g) Dextran mit einem Molekulargewicht von 5 x 10 5 wurden gemeinsam mit 20 \l\ Serum von 
Patienten mit Hepatitis B in eine Reihe von Probenrdhrchen mit einem Fassungsvermogen von je 0,5 ml 
gegeben. Verschiedene Zusammensetzungen von Reagenz C (siehe unten) wurden zu den Proben gegeben und 
damit vermischt: 

(1) 100 u.1 Reagenz C enthaltend 2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat, 60 mM 2-Mercapto- 
ethanol,0,3% Natrium-N-Lauroylsarcosin und 60% n-Propylalkohol; 

(2) 100 u.1 Reagenz c enthaltend 2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat, 60 mM 2-Mercaptoet- 
hanol, 0,3% Natrium-N-Lauroyisarcosin und 60% iso-Propylalkohol; 

(3) 80 u.1 Reagenz C, enthaltend 3 M Guanidiniumthiocyanat, 19 mM Natriumcitrat, 75 mM 2-Mercaptoetha- 
nol,0,38% Natrium-N-Lauroylsarcosin und 50% n-Butylalkohol; 

(4) 100 ul Reagenz C, enthaltend 2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat, 60 mM 2-Mercapto- 
ethanol, 03% Natrium-N-Lauroylsarcosin und 60% n-Butylalkohol; 

(5) 80 u.1 Reagenz C, enthaltend 3 M Guanidiniumthiocyanat, 19 mM Natriumcitrat, 75 mM 2-Mercaptoetha- 
nol, 0,38% Natrium-N-Lauroylsarcosin und 50% sek.-Butylalkohol; und 

(6) 100 u.1 Reagenz C enthaltend 2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat, 60 mM 2-Mercapto- 
ethanol.0,3% Natrium-N-Lauroylsarcosin und 60% sek.-Butylalkohol. 

Nach Zugabe dieser verschiedenen Zusammensetzungen von Reagenz C und nach dem Vermischen wurde 
2 Minuten bei 15 000 UpM zentrifugiert, wodurch die Nucleinsauren in das Prazipitat gebracht wurden. Der 
Oberstand wurde verworfen und 100 \i\ 40%iger iso-Propanol, der 200 mM Kaliumchlorid enthielt, wurde 
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zugegeben. Es wurde dann ca. 20 Sekunden gerUhrt. Danach wurde das Gemisch 1 Minute bei 15 000 UpM 
zentrifugiert, und der Oberstand wurde verworfen, wobei die Nucleinsauren weiter im Prazipitat verblieben. Die 
so extrahierten Nucleinsauren wurden analog zu Beispiel 3, einer PCR unterworfen. Nach Reaktionsende wurde 
eine Elektrophorese durchgefUhrt und die optischen Dichten der betreffenden Banden verglichen. Die Ergebnis- 
5 se sind in Fig, 4 gezeigt. Es ist offensichtlich, daB die die Zusammensetzungen (1) bis (6) von Reagenz C 
enthaltenden Losungen zu Banden vergleich barer Intensitaten fuhrten. 

Beispiel 8 

l o Extraktion von Virus DN A von Hepatitis B- Virus 

1 ul (10 p.g) Dextran mit einem Molekulargewicht von 5 x 10 5 wurde zusammen mit 20 \i\ Serum von Patienten 
mit Hepatitis B in eine Reihe von Probenrdhrchen mit jeweils 0,5 ml Fassungsvermdgen gegeben. Verschiedene 
Zusammensetzungen von Reagenz C (siehe unten) wurden zu den Proben gegeben und damit vermischt: 

15 

(1) 80 uJ von Reagenz C, enthaltend 3 M Guanidiniumthiocyanat, 19 mM Natriumcitrat, 75 mM 2-Mercapto- 
ethanol, 038 Natrium-N-Lauroylksarcosin und 50°/o tert-Amylalkohol; 

(2) 100 ul Reagenz C, enthaltend 2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat, 60 mM 2-Mercapto- 
ethanol,0,3% Natrium- N-Laroylsarcosin und 60% tert-Amylalkohol; 

20 (3) 100 Reagenz C, enthaltend 2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat, 60 mM 2-Mercapto- 
ethanol, 03% Natrium- N-Lauroylsarcosin und 60% tert-ButylalkohoI; und 

(4) 100 ul Reagenz C, enthaltend 2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat, 60 mM 2-Mercapto- 
ethanol, 03% Natrium-N-Lauroylsarcosin und 60% iso-PropylalkohoI. 

25 Nach Zugabe dieser Zusammensetzungen von Reagenz C und nach dem Vermischen wurde 2 Minuten bei 
15 000 UpM zentrifugiert, so daB die Nucleinsauren in das Prazipitat uberfUhrt wurden. Der Oberstand wurde 
verworfen und 100 ul 40%iger iso-Propylalkohol, der 200 mM Kaliumchlorid enthielt, zugegeben. Dann wurde 
20 Sekunden geriihrt Danach wurde das Gemisch 1 Minute bei 15 000 UpM zentrifugiert, und der Oberstand 
wurde verworfen, wobei die Nucleinsauren weiter im Prazipitat verblieben. Die so extrahierten Nucleinsauren 

30 wurden analog zu Beispiel 3 einer PCR unterworfen. Nach Reaktionsende wurde eine Elektrophorese durchge- 
fuhrt und die optischen Dichten der betreffenden Banden miteinander verglichen. Die Ergebnisse sind in Fig. 5 
gezeigt. Es ist offensichtlich, daB die die verschiedenen Zusammensetzungen von Reagenz c enthaltenden 
Losungen zu Banden mit vergleichbaren Intensitaten fuhrten. 

35 Beispiel 9 

Extraktion von RNA des Hepatitis C- Virus 

Testrdhrchen mit einem jeweiligen Fassungsvermdgen von 1,5 ml wurden mit 0, 0,5, 1, 2 und 5 ul (0, 5, 10, 20 
40 und 50 ug) einer Acrylamidlosung (Molekulargewicht ungefahr 0,7 x 10 5 ) bzw. 2 ul (20 |ig) Dextran mit einem 
Molekulargewicht von 5 x 10 5 beiaden. Weiterhin wurden je 100 ul Serum von Patienten mit Hepatitis C in die 
Rdhrchen gegeben und die Gemische ca 5 Sekunden geriihrt Dann wurden 500 ul Reagenz C (2,4 M Guanidini- 
umthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat und 60% iso-Propylalkohol) zugegeben. Nach 20 Sekunden Ruhren wurde 
3 Minuten bei 15 000 UpM zentrifugiert, wodurch die Nucleinsauren in das Prazipitat tlberfflhrt wurden. Der 
45 Oberstand wurde verworfen, und 200 ul 40%iger iso-Propylalkohol, der 200 mM Kaliumchlorid enthielt, wurde 
zum Prazipitat gegeben. Nach 20 Sekunden Ruhren wurde 3 Minuten bei 15 000 UpM zentrifugiert. Der 
Oberstand wurde verworfen, wobei die Nucleinsauren weiter im Prazipitat verblieben. 

Das Prazipitat wurde mit 20 ul eines Reagenz far die reverse Transkription versetzt und darin geldst Die 
Losung wurde einer reversen Transkriptionsreaktion analog zu Beispiel 4 unterworfen. Danach wurden 40 ul 
so eines PCR-Reagenz mit 10 ul Reaktionslosung (der reversen Transkription) vermischt und analog zu Beispiel 4 
wurde eine PCR durchgefUhrt Nach Beendigung der PCR wurden 10 ul der Reaktionslosung durch Hochauflo- 
sungs-Flussigkeits-Chromatographie mit einem Apparat von Tosoh Corp. analog zu Beispiel 5 untersucht Die 
Analyseergebnisse sind in der nachstehenden Tabelle IV beschrieben. 
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TabellelV 



Acrylamictaenge 

(/*g) 


PCR-Amplifikations- 
. produkt (ng) 


0 


0 


5 


26 


10 


33,5 


20 


35 


50 


35 • 


Dextranmenge 

(/*g) 

2"0 


44 



In Abwesenheit von mit einer Nucleins&ure coprazipitierendem Acrylamid, wurde keine Hepatitis C-Virus- 25 
RNA extrahiert, weshalb kein PCR-Amplifikationsprodukt nachweisbar war. Bei einer Zugabe von Acrylamid in 
Mengen von 20 u.g Oder mehr wurde das PCR-Amplifikationsprodukt in einer Menge von ca. 35 ng nachgewie- 
sen. Bei Zugabe von 20 \ig Dextran wurde das PCR-Amplifikationsprodukt in einer Menge von ca. 44 ng 
nachgewiesen. 

30 

Beispiel 10 

Extraktion von DNA des Hepatitis B- Virus 

Nucleinsauren wurden analog zu Beispiel 4 extrahiert und einer PCR unterworfen, wobei aber Dextran (mit 35 
einem Molekulargewicht von 5 x 10 5 ) in variierenden Mengen von 0, OA 0,4, 0,8, 1,6, 3,2 und 6,4 jxl (0, 2, 4, 8, 16, 32 
und 64 u.g) zugegeben wurde. Nach Ende der PCR wurde eine Elektrophorese durchgefuhrt und die optischen 
Dichten der Banden wurden durch Anfarben mit Ethidiumbromid miteinander verglichen. Die Ergebnisse sind in 
Fig. 6 gezeigt Es ist offensichtlich, daB beim Fehlen von mit Nucleinsauren coprazipitierendem Dextran keine 
Hepatitis B-Virus-DNA extrahiert und deshalb keine Bande nachgewiesen wurde. Wenn Dextran in Mengen 40 
von 1 6 u,g oder mehr zugegeben wurde, waren die Intensitaten der Banden nahezu miteinander vergleichbar. 

Beispiel 1 1 

Extraktion von DNA des Hepatitis B- Virus 45 

Analog zu Beispiel 3 wurden Nucleinsauren extrahiert und einer PCR unterworfen. Dabei wurde aber 
Dextran durch Carboxymethylcellulose (Produkt von SIGMA, niedrige Viskositat) ersetzt Diese wurde in einer 
Menge von 1 jxl(10 ng) verwendet. Nach Beendigung der PCR wurde eine Elektrophorese durchgefuhrt, und die 
optischen Dichten der Banden wurden durch Anfarben mit Ethidiumbromid miteinander verglichen. Das Ergeb- 50 
nis ist in Fig. 7 gezeigt Es ist offensichtlich, daB die Bandenintensitaten miteinander nahezu vergleichbar waren, 
wenn Dextran bzw. Carboxymethylcellulose als Trager verwendet wurden (als Referenz ist das Ergebnis der 
Extraktion bei Verwendung von Dextran in Fig. 7 ebenfalls gezeigt). 

Beispiel 12 55 

Anwendung auf das PCR- Produkt 

Testrdhrchen mit einem Fassungsvermogen von je 1,5 ml wurden mit 2 uJ (2 ug) einer Losung von Dextran 
(Molekulargewicht 5 x 10 s ) beladen. Dazu wurden 20 ul HBV-PCR-Reaktionsldsung und 80 u.1 Wasser gegeben so 
und miteinander vermischt AnschlieBend wurden 500 jil Reagenz C (2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM 
Natriumcitrat, 60 mM P-Mercaptoethanol und 60% iso-Propylalkohol) zugefugt Nach 20 Sekunden RQhren 
wurde 3 Minuten bei 15 000 UpM zentrifugiert, wodurch die Nucleinsauren in das Prazipitat uberfuhrt wurden. 
Der Oberstand wurde verworfen und 100 ui 40%iger iso-Propylaikohol, der 200 mM Kaliumchlorid enthielt 
wurde zum PrSzipitat gegeben. Nach 20 Sekunden ROhren wurde 3 Minuten bei 15 000 UpM zentrifugiert. Der 65 
Oberstand wurde verworfen, wobei die Nucleinsauren weiter im Prazipitat verblieben. Zum Aufldsen wurden 
dann 20 u.1 Wasser zum Prazipitat gegeben. 

Die PCR- Losung (10 ui) wurde sowohl vor als auch nach der Extraktion von Nucleinsauren durch Hochaufld- 
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sungs-Flfissigkeits-Chromatographie analog zu Beispiel 5 mit einem Apparat von Tosoh Corp. analysiert Die 
Saule enthielt das TSK-Gel G3000SW fQr die Gel-Permeations-Chromatographie. 

Die Ergebnisse sind in Fig. 8 gezeigt, aus der sich ersehen laBt, daB sowohl das PCR-Amplifikationsprodukt als 
auch das Primer-Oligomer in Ausbeuten von beinahe 100% wiedergewonnen werden. Es wird auBerdem 
5 deutlich, daB sowohl der Primer als auch die Desoxyribonucleosid-Triphosphate entfernt worden waren. 

Beispiel 13 

PCR unter Verwendung extrahierter Nucleinsauren 

10 

2 u.1 (20|ig) Dextran mit einem Molekulargewicht von 5 x10 s wurden zusammen mit 100 |xl Serum von 
Patienten mit Hepatitis B in Probenrohrchen mit einem Fassungsverm6gen von 1,5 ml gegeben. Dann wurden 
500 u.1 Reagenz C (2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat und 60% iso-Propylalkohol) zugegeben. 
Das Gemisch wurde 20 Sekunden geruhrt und dann 3 Minuten bei 15 000 UpM zentrifugiert, wodurch die 
15 Nucleinsauren in das Prazipitat Uberftihrt wurden. Der Oberstand wurde verworfen und 20 u.1 40°/oiger iso-Pro- 
pylalkohol, der 200 mM Kaliumchlorid enthielt, wurde zugegeben. Danach wurde 20 Sekunden geruhrt und dann 
1 Minute bei 15 000 UpM zentrifugiert. Der Oberstand wurde verworfen, wobei die Nucleinsauren weiter im 
Prazipitat verblieben. Zum Prazipitat wurden 50 u.1 eines PCR- Reagenz gegeben, und die PCR wurde analog zu 
Beispiel 3 durchgefuhrt 

20 Zu Vergleichszwecken wurden Nucleinsauren nach dem N atrium jodid-Verfahren (Ishizawa, M. et al„ in 
Nucleic Acid Res. 19(20) (1991), 5792) analog zu Beispiel 5 extrahiert, und eine PCR wurde in der gleichen Weise, 
wie sie gerade vorstehend beschrieben wurde, durchgefuhrt. Nach Beendigung der PCR wurden 10 \i\ Reak- 
tionslosung durch Hochauflosungs-Flussigkeits-Chromatographie unter Verwendung eines Apparates von To- 
soh Corp. analog zu Beispiel 5 analysiert 

25 Die Analyseergebnisse sind in Tabelle V gezeigt. Das erfindungsgemaB erhaltene PCR-Amplifikationsprodukt 
wurde in einer Menge von durchschnittlich 7,5 ng pro 10 jxl PCR-L6sung nachgewiesen, wohingegen nur 43 ng 
des nach dem Natriumjodidverfahren erhaltenen Amplifikationsproduktes nachgewiesen werden konnten. Die 
in Tabelle V gezeigten Ergebnisse zeigen den Mittelwert von 4 Proben. 

30 Tabelle V 

PCR-Amplifikationsprodukt (ng) 

Erfindung 7,5 
35 Natriumjodid-Verfahren 43 

Beispiel 14 

Testrohrchen mit einem jeweiligen Fassungsvermogen von 13 ml wurden jeweils mit einem der nachfolgen- 
40 den Trager beladen : 

(1) 2 ul (20 ug) Dextran (Molekulargewicht 5 x 10 5 ); 

(2) 1 ul (10 ug) Dextran (Molekulargewicht 5 x 10 5 ) und 1 ul (10 \ig) Acrylamid (Molekulargewicht 7 x 10 5 ); 

(3) 1 uJ (10 \ig) Acrylamid (Molekulargewicht 7 x 10 5 ) und 1 ul (10 p,g) Carboxymethylcellulose (Produkt von 
45 SIGMA; niedrige Viskositat). 

Weiterhin wurden in die Rohrchen 100 jxl Serum von Patienten mit Hepatitis B gegeben. Dann wurden 500 ul 
Reagenz C (2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat und 60% iso-Propylalkohol) gegeben, und die 
Gemische wurden ca. 20 Sekunden geruhrt Durch 3 Minuten Zentrifugation bei 15 000 UpM wurden die 

so Nucleinsauren in das Prazipitat iiberfiihrt Der Oberstand wurde verworfen und 200 ul 40%-iger iso-Propylalko- 
hol, der 200 mM Kaliumchlorid enthielt, wurde zum Prazipitat gegeben. AnschlieBend wurde 20 Sekunden 
gertihrt und 1 Minute bei 15 000 UpM zentrifugiert Der Oberstand wurde verworfen, wobei die Nucleinsauren 
weiter im Prazipitat verblieben. 
Zum Prazipitat wurden 50 u.1 PCR-Reagenz gegeben, und eine PCR wurde analog zu Beispiel 3 durchgefuhrt 

55 Nach Vervollstandigung der PCR, wurde analog zu Beispiel 5 die PCR-Ldsung durch Hochauflosungs-Flussig- 
keits-Chromatographie mit einem Apparat von Tosoh Corp. analysiert Die Analyseergebnisse sind nachstehend 
in Tabelle VI gezeigt Es ist offensichtiich, daB ein einzelner Trager und ein Gemisch von zwei Tragern zu 
Banden mit vergleichbaren Intensitaten fuhrten. Die Ergebnisse der Tabelle VI geben einen Mittelwert von 4 
Proben wieder. 

60 

Tabelle VI 

Trager PCR-Amplifikationsprodukt (ng) 

65 Dextran 37 

Dextran und Acrylamid 33 
Acrylamid und Carboxymethylcellulose 37 
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Beispiel 15 

Probenrohrchen mit einem Fassungsvermdgen von jeweiis 0,5 ml wurden mit je 2 jxi (20 ng) einer L5sung von 
Dextran (Moiekulargewicht 5 x 10 s ) beladen. In die Rohrchen wurden auBerdem 100 jxl Serum von Patienten mit 
Hepatitis B gegeben. Verschiedene Zusammensetzungen von Reagenz C (siehe unten) wurden zu den Proben 5 
gegeben und damit vermischt: 

(1 ) 500 ui Reagenz C, enthaltend 2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 1 5 mM Natriumcitrat und 60% iso-Propylal- 
kohol; 

(2) 500 u.1 Reagenz C, enthaltend 2,4 M Guanidiniumthiocyanat, 15 mM Natriumcitrat, 30% iso-Propylalko- to 
hoi und 30% tert.-ButyIalkohol 

Nach Zugabe dieser Zusammensetzungen von Reagenz C und nach dem Vermischen wurde 3 Minuten bei 
15 000 UpM zentrifugiert, um die Nucleinsauren in das Prazipitat zu ttberfuhren. Der Oberstand wurde verwor- 
fen, und 200 u.1 40%-iger iso-Propylalkohol, der 200 mM Kaliumchlorid enthielt, wurde zugegeben. AnschlieBend 15 
wurde 20 Sekunden geruhrt und dann 1 Minuten bei 15 000 UpM zentrifugiert Der Oberstand wurde verworfen, 
wobei die Nucleinsauren weiter im Prazipitat verblieben. 

Zum Prazipitat wurden 50 u.1 PCR-Reagenz gegeben, und die PCR wurde analog zu Beispiel 3 durchgefuhrt 
Nach Beendigung der PCR, wurde die PCR-L6sung analog zu Beispiel 5 durch Hochdruck-FIUssigkeits-Chroma- 
tographie mit einem Apparat von Tosoh Corp. analysiert Die Analyseergebnisse sind in der nachstehenden 20 
Tabelle VII gezeigt Wenn das Reagenz C nur iso-Propylalkohol enthielt, wurde das PCR-Amplifikationsprodukt 
in einer Menge von durchschnittlich 42 ng pro 10 u.1 PCR-Reaktionslosung nachgewiesen. Wenn das Reagenz C 
iso-Propylalkohol und tert-Butylalkohol enthielt, wurde das PCR-Amplifikationsprodukt in einer Menge von 
durchschnittlich 33 ng pro 10 ul PCR-Reaktionslosung nachgewiesen. Die in Tabelle VII gezeigten Ergebnisse 
geben die Mittelwerte von 2 Proben wieder. 25 

Tabelle VII 

In Reagenz C enthaltener Alkohol PCR-Amplifikationsprodukt (ng) 

30 

iso-Propylalkohol 42 
iso-Propylalkohol und tert-Butylalkohol 33 



Die vorliegende Erfindung bietet eine Reihe von Vorteilen, die nachfolgend deutlich werden. Mindestens ein 35 
aus den Substanzen Guanidiniumthiocyanat, Guanidiniumhydrochlorid, Kaliumthiocyanat und Natriumthiocya- 
nat ausgewahltes Reagenz A, und mindestens ein aus den Substanzen n-Propylalkohol, iso-Propylalkohol, 
n-Butylalkohol, sek.-Butylalkohol, tert-Butylalkohol und tert-Amylalkohol ausgewahltes Reagenz B, werden 
vorbereitend vermischt, um das Reagenz C herzustellen. Dies macht es mdglich, die Menge zu verringern, in 
denen diese Reagenzien verwendet werden mtissen. Als Beispiel sei ein Fall betrachtet, bei dem eine 10 uJ-Probe 40 
so beschaffen ist, daB sie ein proteindenaturierendes Agens und iso-Propanol in den Endkonzentrationen 2 M 
bzw. 50% enthalt Im Guanidiniumverfahren ist typischerweise die Zugabe einer 6 M Guanidiniumlosung in 
einer Menge von 20 uJ n6tig, und dann wird ungefahr 100%-iger iso-Propylalkohol in einer Menge von 30 u.1 
zugegeben. Im Gegensatz dazu verlangt das erfindungsgemaBe Verfahren die Zugabe von lediglich 20 uJ eines 
Nucleinsaure extrahierenden Reagenz, das sich aus ca. 75%-igem iso-Propylalkohol zusammensetzt, der 3 M 45 
Guanidiniumthiocyanat enthalt. Beim Guanidiniumverfahren ergeben sich am Ende 60 ul einer Losung, die die 
Probe, 2 M Guanidiniumthiocyanat und ca. 50% iso-Propanol enthalt, wohingegen sich erfindungsgemaB nur 
30 uJ einer L6sung ergeben, die dieselben Konzentrationen aufweisen. Somit laBt sich der flussige Abfall, der 
nach dem Extraktionsverfahren entsorgt werden muB, dementsprechend vermindern. AuBerdem miissen beim 
erfindungsgemSBen Verfahren keine giftigen oder gefahrlichen Substanzen, wie Chloroform oder Phenol ver- 50 
wendet werden und es kann daher verglichen mit den herkommlichen Verfahren verhaltnismaBig leicht durchge- 
fuhrt werden. 

ErfindungsgemaB werden die extrahierten Nucleinsauren im Prazipitat erhalten, und die vorliegende Erfin- 
dung kann mit auBerordentlich einfachen Verfahrensschritten durchgefuhrt werden, wenn man einen Vergleich 
mit Verfahren aus dem Stand der Technik vornimmt, bei denen es auf die Loslichkeit der Nucleinsaure in zwei 55 
nicht mischbaren FlUssigkeiten ankommt, und bei denen die flUssige Phase, in der die interessierende Nuclein- 
saure geldst ist von der anderen flUssigen Phase abgetrennt werden muB, um die Nucleinsaure zu extrahieren. 
Beim Nacharbeiten der vorliegenden Erfindung werden somit keine groBen Anforderungen an die Geschicklich- 
kett gestellt, die gewunschten Nucleinsauren kdnnen jedoch mit gleichbleibend hoher Effizienz extrahiert 
werden. 60 

Vorteilhaft ist ferner, daB das Reagenz A erfindungsgemaB im Reagenz C, das zur Probe gegeben wird, in 
einer niedrigeren Konzentration enthalten sein kann, und damit sein Auskristallisieren wirksam verhindert wird. 
AuBerdem laBt sich die Konzentration von Reagenz B ebenfalls genugend weit vermindern, um seine Verdamp- 
fung zu verhindern. Dadurch eignet sich das erfindungsgemaBe Verfahren besonders fur eine automatisierte 
Verwendung. Wenn die Reagenzien A und B einzeln verwendet werden, ist es im allgemeinen schwierig, die 65 
Genauigkeit ihrer Zugabe in kleinen Mengen zu optimieren. Man kann jedoch erwarten, daB sich das erfindungs- 
gemaBe Reagenz zur Extraktion von Nucleinsauren mit hoherer Genauigkeit zugeben laBt 

ErfindungsgemaB werden Trager und Reagenz C, das die Reagenzien A und B enthalt, verwendet Abgesehen 
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von den vorstehend genannten Vorteilen liefert die Erfindung die M5glichkeit, Nucleinsauren mit einer hdheren 
Effizienz zu extrahieren ais mit den herkdmmlichen Verfahren. 

Dem zweiten Aspekt der Erfindung gemaB, stellt die Erfindung ein Verfahren zum Nachweis einer bestimm- 
ten Nucleinsauresequenz bereit, das die DurchfOhrung einer PGR und die Messung der Fluoreszenzintensitat in 
einem geschlossenen GefaB erlaubt Somit beinhaltet bei einem Vergleich mit herkommlichen Verfahren, die 
lediglich Nucleinsauren durch die PCR amplifizieren, und die amplifizierten Nucleinsauren nachweisen, das 
erfindungsgemaBe Nachweisverfahren eine einfache Prozedur und bietet auBerdem die M6glichkeit, die Wahr- 
scheinlichkeit einer Aerosolbildung wirksam zu vermindern. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Extraktion von Nucleinsauren aus einer Probe, dadurch gekennzeichnet, daB es die 
nachfolgenden Schritte umfaBt: 

(1) Vermischen der Probe mit einem Trager, der mindestens eine der Substanzen Dextran, Acrylamid 
oder Carboxymethylcellulose ist, urn ein flQssiges Gemisch zu erzeugen; 

(2) Vermischen des fliissigen Gemisches mit Reagenz C, urn die Nucleinsauren und den Trager auszu- 
fallen, wobei das Reagenz C mindestens ein aus den Substanzen Guanidiniumthiocyanat, Guanidinium- 
hydrochlorid, Kaliumthiocyanat und Natriumthiocyanat ausgewahltes Reagenz A und mindestens ein 
aus den Substanzen n-Propylalkohol, iso-Propylalkohol, n-Butylalkohol, sek.-Butylalkohol, tert-Buty- 
lalkohol und tert-Amylalkohol ausgewahltes Reagenz B enthait; und 

(3) Separieren von gefallten Nucleinsauren und gefalltem Trager aus der fliissigen Phase 

2. Verfahren zum Nachweis einer spezifizierten Nucleinsauresequenz, dadurch gekennzeichnet, daB es die 
nachfolgenden Schritte umfaBt: 

(1) Vermischen der Probe mit einem Trager, der mindestens eine der Substanzen Dextran, Acrylamid, 
Carboxymethylcellulose ist, um ein flQssiges Gemisch zu erzeugen; 

(2) Vermischen des fliissigen Gemisches mit Reagenz C, um die Nucleinsauren und den Trager auszu- 
f alien, wobei das Reagenz C mindestens ein aus den Substanzen Guanidiniumthiocyanat, Guanidinium- 
hydrochlorid, Kaliumthiocyanat und Natriumthiocyanat ausgewahltes Reagenz A und mindestens ein 
aus den Substanzen n-Propylalkohol, iso-Propylalkohol, n-Butylalkohol, seL-Butylalkohol, tert-Buty- 
lalkohol und tert-Amylalkohol ausgewahltes Reagenz B enthait; 

(3) Separieren von gefallten Nucleinsauren und gefalltem Trager aus der fliissigen Phase; 

(4) Oberfiihren der separierten Nucleinsauren in DNA durch eine reverse Transkriptionsreaktion, 
wenn es sich bei ihnen um RNA handelt; 

(5) Unterwerfen der entweder in Schritt (3) separierten oder in Schritt (4) erhaltenen Nucleinsauren 
einer Polymerasekettenreaktion in einer PCR-Ldsung, die ein Gemisch von Mononucleosid-Tri- 
phosphaten, eine Polymerase, ein interkalierendes Fluorochrom und eine Oligonucleotid-Sonde ent- 
hait, die zur Amplifikation mindestens einer spezifizierten Sequenz geeignet ist; 

(6) Messen der Anderung der Fluoreszenzintensitat, die als Ergebnis der PCR auftritt, oder der 
Anderung der Fluoreszenzintensitat der Reaktionslosung wahrend die PCR voranschreitet; und 

(7) Bestimmen (auf Grundlage der Anderung der Fluoreszenzintensitat), ob eine Nucleinsaure mit der 
spezifizierten Sequenz in der Probe vorhanden war. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die PCR und die Messung der Anderung der Fluoreszenzintensitat in 
einem geschlossenen GefaB durchgefiihrt wird, das die extrahierten Nucleinsauren und die PCR-Ldsung in 
einem hermetisch abgeschlossenen Zustand enthait 

4. Reagenzienpackung zur Extraktion von Nucleinsauren, die voneinander getrennt mindestens einen 
Trager und ein Reagenz C enthait, wobei 

(1) der Trager mindestens eine der Substanzen Dextran, Acrylamid oder Carboxymethylcellulose ist; 
und 

(2) das Reagenz C mindestens ein aus den Substanzen Guanidiniumthiocyanat, Guanidiniumhydrochlo- 
rid, Kaliumthiocyanat und Natriumthiocyanat ausgewahltes Reagenz A und mindestens ein aus den 
Substanzen n-Propylalkohol, iso-Propylalkohol, n-Butylalkohol, selc-Butylalkohol, tert-Butylalkohol 
und tert-Amylalkohol ausgewahltes Reagenz B enthait. 
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